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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность работы. Сахарныl! диабет J1ВJU1eтc11 социально значимым 
заболеванием и устоl!чиво занимает третье место в мире по смертности после сердечно­
сосудистых и онкологических заболеваниl!. Помимо ТJ1Желого характера протекания, он 
опасен тем, что является причиноl! возникновения других тяжелых заболеваниl!, 
приводящих в лучшем случае к инвалидности, а часто и к летальному исходу. 
ИнсулинозависимыR диабет (диабет 1-го nша) в последние десятилетия устоl!чиво 
«молодеет», поражая даже детеl!. Поэтому борьба с диабетом, является приоритетом 
для органов здравоохранения всех стран. 
В настоящее время для терапии диабета 1-ого типа чаще всего используют 
генно-инженерныl! инсулин человека (ГИИЧ). Крупномасштабное производсnю и 
поставки этого препарата в нашу страну осуществляет ряд крупных иностранных фирм. 
В России его производство началось в Институте биоорганическоl! химии им. 
акаnемиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова (ИБХ РАН). К сожалению, ГИИЧ не 
всегда идеально регулирует уровень глюкозы в организме человека. Кроме того, его 
применение сопровождается рядом негативных явлениl!, включая протеолнз в потоке 
цнркулирующеl! крови, преждевременное выведение, иммуногенность, небольшое 
время деl!ствия и т.п. По это!! причине, наряду с производством рекомбинатного 
инсулина, идут разработки и внедрение в практику его модифицированных аналогов, 
которые отличались бы меньше!! токсичностью и тем же самым, как минимум, или 
лучшим терапевтическим эффектом. 
Модифицированные аналоги инсулина получают, используя два основных 
подхода. В одном случае проводят изменение первично!! структуры полипептидноl! 
цепи ГИИЧ, удаляя определенны!! ее фрагмент или изменяя частъ аминокислотноl! 
последовательности. Достаточно удачными примерами осуществления этого подхода 
являются такие препараты как инсулин-аспарт, глулюин, инсулин-лизпро. В друтом 
случае проводят химическую модификацию ГИИЧ, введением дополнительно!! 
боковоl! группы, используя для этого ряд соединениl! (сахара, полиэтиленгликоль, 
органические кислоты и т.п.). Целью таких модификаuиl! является получение 
производных инсулина человека, облаnающнх больше!! устоl!чивостью к гидролизу в 
организме человека и меньшими побочными эффектами, присущими инсулинам 
предыдущих технологических поколениl!. 
В ходе разработки указанных новых препаратов возникает ряд проблем, 
связанных с их синтезом, коmролем качества, биодеградацнеl!, определением их 
структуры. Решение данных проблем позволило бы наl!тн эффективные пути 
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совершенствования их качества и производства. В настоящее время не существует 
типовой (универсальной) схемы анализа инсулинов данного типа, позволяющей их 
объективно сопостав1Пь с ГИИЧ. Актуальность темы данной диссертации заключается 
в разработке, с одной стороны, общей анал1ПИческой методологии, а с другой, 
конкретных методик определения строения новых проюводных инсулина человека, 
перспективных в качестве новых отечественных а~rrидиабетических лекарств. 
Разработка таких отечественных препаратов позволила бы, во-первых, создать 
инсулины нового поколения с улучшенными терапевmческими свойствами, во-вторых, 
обеспечlПЬ паWtе1Пов необходимыми им лекарсmами, в-третьих, уменьшить 
зависимость от импортных поставок, т.е. провести импортозамещение, что в условиях 
экономического кризиса является крайне актуальным, и, в-четвертых, обеспечить 
медицинскую и технологическую безопасность России. 
В данной работе исследован ряд модифицированных аналогов инсулина, 
имеющих как неюмененные, так и юмененные инсулиновые цепи. Эти соединения 
обладают пролонгированным действием, менее иммуногены, чем сам ГИИЧ. На их 
основе возможно создание ингаляционных лекарственных форм. 
Цель работы заключается в разработке общих принципов и методологии 
изучения и анализа химически модифиWtрованного ГИИЧ (дисахаридилинсулина, 
ПСА-инсулина) и инсулиноподобных аналогов с измененными инсулиновыми цепями 
(инсулина-аспарта и инсулин-лизпро), анал1ПИческом обеспечения разработки с 
применением комплекса отечественного оборудования. 
Задачи исследоваиия. 
- Разработка типовой схемы анализа упомянуп,1х препаратов; 
- Оrработка анал1Пических методик и режимов анализа, позволяющих 
проводить эффективный и рациональный анал1ПИческий контроль с использованнем 
комплекса отечественного оборудования; 
- Проверка эффективности разработанных методик на смесях пептидов -
являющихся фра~-мекrами образцов сравнения и инновационных разрабатываемых 
препаратов; 
- Исследование струК1)'ры модифицированных инсулинов (аминокислотной 
последовательности, определение места присоединения и числа молекул 
модифиWtрующих агентов в структуре инсулинов) . 
. • 
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Научна11 новизна. 
1. Разработана тиnовая схема анализа химически модифицированных ГИИЧ с 
nрименением nеnтидного картирования, ВЭЖХ, ESI- и МALDI-MC. 
2. Разработан сnособ установления аминокислотно!I nоследовательностн 
цистеин-содержащих инсулиноnодобных аналогов, основанны!I на исnользовании 
комnлекса химическнх (восстановление дисульфидных связе!I, модификация SH-rpynn 
с nоследующим ферме1П11тнвным гидролизом выделенных nеnтидных цenell) и 
инструме1П11Льных методов (ВЭЖХ, МС-секвенирование). 
3. Установлена струкrура гликозилированных инсулинов (ПСА-инсулина, 
дисахаридилинсулина), оnределены rочки модификации nолиnеnтидных цепе!! ГИИЧ 
этими сахаридами. 
На защиту вынос11тс11: 
- тиnовая схема анализа химически модифицированных (гликозилированных) 
инсулинов с нензмененными инсулиновыми цепями; 
- результаты исследования nробоnодготовки и анализа гликозилированных 
инсулинов, оnределения rочки модификации nолиnеnтидных цenell ГИИЧ; 
- сnособ установления аминокислотно!I nоследовательности инсулинов с 
измененно!I nеnтидно!I цеnью, включающи!I комnлекс химических (денатурация, 
восстановление дисульфидных связе!I, модификация SH-rpynn, фермеитативны!I 
гидролиз и выделение модифицированных цenell) и инструме1П11Льных (ВЭЖХ и МС­
секвенирование) меrодов анализа; 
- результаты nрименения разработанного сnособа установления аминокислотно!I 
nоследовательности к образцам сравнения, для коrорых она надежно установлена. 
Пракrическаи значимость заключается в создании аналитического обесnечения 
nроцесса разработки модифицированных инсулинов с nрименением комnлекса 
отечественного оборудования. Необходимость такого вида исследованн!I обусловлена 
nрактнческо!I nотребностью разработки и их внедрения в nрактнку. 
Глнкозилированные nолиnеrrrнды nредставляют интерес как новые тераnевmческие 
средства. Меrодики разделения и оnределения структуры цистеин-содержащих 
nеnтидов являются универсальными и могут бьгrь nрименены как для изучения 
инвертированных аналогов инсулина и образующихся в ходе nолучення ГИИЧ 
родственных ннсулиноnодобных nримесе!I нормируемых фармакоnе!lно!I статье!!, так и 
для анализа любых двухцеnочечных цистеин-содержащих nептндов. 
Апробации работы. Результаты исследовани!I нашли отражение в докладах иа: 11 
Россн!lском симnозиуме no химии и биологии nеnтндов, (Россия, Санкт-Петербург, 
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2005); XIV Международно!! конференции студентов, асnирантов и молодых 
ученых no фундаментальным наукам «Ломоносов - 2007», (Россия, Москва, 2007); 
Всероссийском симnозиуме «Хроматография в химическом анализе и физико­
химических исследованиях», (Россия, Москва, 2007); 34-ом международном 
симnозиуме «HPLC 2009 - High Performance Liquid Phase Separations and Related 
Techniques» (Германия, Дрезден, 2009), IV Российском симnозиуме «Белки и nеnтидъш 
(Россия, Казань, 2009), Bcepoccиllcкoll конференции «Теория и nрактика 
хроматографии. Хроматография и нанотехнологию> (Россия, Самара, 2009). 
Публикации. По теме диссертации оnубликовано 8 nечатиых работ, в том числе 
2 статьи в научных рецензируемых журналах. 
Объем и структура диссертации. 
Диссертация состоит из введения, 3-х глав, заключения и выводов, а также 
сnиска цитируемо!! литературы из (1f наименовани11. Объем диссертации (С 7стJJаиицы, 
включая Ч )-рисунков и-{Отаблиц. 
Во введении обоснованы актуальность темы диссертации, сформулированы цель 
и задачи работы, nриведены основные nоложения, выносимые на зшциту, обсуждены 
научная новизна и nрактическая значимость работы. В литературном обзоре 
рассмотрены виды антидиабетических nреnаратов, дана их краткая характеристика, 
nоказаны основные методы, nрименяемые для их идеlfГИфикации и изучения. На 
основании литературных данных nоказана актуальность разработки новых 
аналитических nодходов nри исследовании nерсnективных антидиабетических 
средств, nозволяющих оnределять nрироду и структуру модифицированных инсулинов. 
В эксnериментальноll части указаны исnользуемые материалы и оборудование, 
оnисаны nробоnодготовка и методики анализа. 
В обсуждении результатов изложены схемы анализа модифицированных 
инсулинов. Указаны условия nроведения каждой стадии анализа. 
Содержание работы 
Изложены результаты исследования no разработке методологии и обще!! 
тиnовоll схемы анализа модифицированных инсулинов двух тиnов. Один из них 
включает инсулины, в молекулы которых доnолнительно введены груnnы различно!! 
nрироды и сложности (химически модифицированые инсулины). Инсулины этого тиnа 
в настоящее время находятся в nроцессе разработки, их nромышленного nроизводства 
еще ие существует. Второй тиn инсулинов объединяет соединения, nолучеиные nутем 
изменения аминокислотноll nоследовательности инсулина человека. Некоторые 
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соединения данного типа полностью надежно идеlfШфицированы, налажено их 
массовое производство. 
Разработанная схема должна быть тнповоl!, т.е. универсально!!, легко 
выполнимо!!, обеспечивать получение надежных и воспроизводимых данных. При 
выполнении исследованиl! стремились найrn просто!! и быстры!! способ выделения и 
фрагментации модифицированных производиых инсулина (конъюгатов); разработать 
эффекгивные и удобные условия разделения полученных фрагментов, их регистрации и 
идентификации, подобрать эффеК111вны1! масс-спекгрометрическиl! способ их 
характеризации и локализации точки присоединения модифицирующего агента. 
1. Химически модифицированные инсулины' 
Исследовали 
гликозилирующими 
инсулины, 
агентами 
полученные 
различно!! 
в результате модификации 
сложности (дисахаридом и 
Разрабатываемая схема анализа этих производиых состоит из следующих стадиl!: 
гиич 
ПСА). 
1. Пробоподготовки, включшощей оrтrимизацию хроматографических условиl! 
разделения методом ОФ ВЭЖХ реакционно!! массы, полученноl! при синтезе 
гликозилированного производиого инсулина, на фракции с целью последующего их 
анализа; 
2. Выделение и наработку фракции, содержащеl! модифицированныl! инсулин; 
3. Установление факта образования (наличия) гликозилированного производного 
инсулина пуrем МС-анализа выделенных фракцнl!; 
4. Определение в молекуле инсулина сайта присоединения гликозилирующего 
агента, предусматрившощее фрагментацию гликозилированного производиого путем 
специфического ферментативного гидролиза, разделение фрагментов гидролизата 
методом ВЭЖХ, МС-идеlfШфикацию выделенных фрагментов с целью определения 
того, которыl! содержит гликозидиыl! остаток. 
Первые две стадии позволяют подтвердить образование искомого конъюгаrа, а 
последующие - установить его строение. 
1.1. Дисахаридилинсулин. 
Разработку схемы анализа этого соединения проводили с использованием 
конъюгата инсулина с 4-0-(2-ацетнламино-2-дезокси-Р-D-глюкопиранозил)-N-ацетнл­
мурамилом, называемого в дальнеl!шем дисахариднлинсулином. Его выделяли из 
предварительно очищенноl! от низкомолекулярных соединениl! реакционно!! массы 
методом ОФ ВЭЖХ (хроматограф Милихром А-02 с фотометрическим 
'Принцип nолучеНЮ1 таких инсулинов предложен нревлюуетс• В.В. Бсзуrловым (ИБХ РАН). 
8 
детектированием). Для этого наносили аликвоmый объем реакционной массы на 
термостатируемую (35°С) колонку. Органическим модификатором подвижной фазы 
служил ацетонитрил. В качестве возможной водной фазы тестировали разбавленные 
рае111оры трифторуксусной и муравьиной кислоты. Эксперимент показал, что 
целесообразно использовать систему муравьиная кислота - ацетонитрил, поскольку в 
этом случае достигается лучшее разделение и сочетание с используемым масс­
спектрометрическим методом идеlfПlфикации компонентов анализируемой смеси. 
Хроматограмма реакционной массы приведена на рис. 1. 
О.Е. 
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Рис.!. Хроматограмма исходной 
реакционной массы. 
!-инсулин, 2- днсахаркдилкнсулин, 3-
побочные продукты реакции. 
Колонка: Prontosil AQ С 18 (2х75мм). 
Подвижнм фаза: А - 0,2% об. 
муравьннu кислота, Б - ацетоюпvнл 
+ 0,25% об. муравьиной кислоты. 
Градиент Б от 7 до 40 %, 12 мин. 
Скорость потока: 200 мкл/мин. 
Вьщеленные фракции анализировали методом ESI-MC (рис. 2 и 3). 
Рис. 2. Рис. 3. 1 '287,08)5 
1 
1 4!12ie813 
, 4!1~,11!N 
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4 ·.~.-:·~~~·.·- • ·--· 
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Рис. 2. Масс-спектр фрагмента 1 реакционной массы. 
, 5е3,78ее 
1 еоо m/z 
m/z: 1161,75 - инсулин·', m/z 1452,19- инсулин"'. Mr=5806 Да - инсулин. 
Рис. 3. Масс-спектр фрагмента 2 реакционной массы. 
m/z: 1267,06- дисахарИдНЛинсулин", 1583,79- дисвхаридилинсулкн". м,~6328 Да­
дисахарндилинсулнн. 
Видно, что фракция представляет инсулин (М, 5806 Да), а фракция 2 -
дисахаридилннсулин (М, 6328 Да). В масс-спектрах наблюдаются пики, 
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соответС111ующие 5-ти и 4-х зарядным (протонированным) ионам Э11fХ вещеС111. В 
случае инсулина это пики с m/z 1161,75 и 1452,19, а дисахаридилинсулина - 1267,06 и 
1583,79, соответственно. 
Характер масс-спектра фракции 3 позволяет предположить, что она 
предсrавляет собой смесь следовых количеС111 дисахаридилинсулина и соединений с 
m/z, отвечающих его 4-х и 3-х зарядным ионам. Величина m/z последних составляет 
1583,07 и 2110,44соответС111енно. 
Эти результаты показывают, 'ТТО использованная методика позволяет достоверно 
установить наличие дисахаридилинсулина. в реакционно!! массе. При наllденных 
условиях выделения этот конъюгат был получен в количеС111ах, необходимых дпя 
определения сайга присоединения дисахарида к молекуле инсулина. 
Последний был установлен методом пептидного картирования, т.е. сравнением 
пептидных карт аналюируемого образца и образца сравнения, в качеС111е которого 
использовали ГИИЧ. 
Эrот метод предусматривает фрагментацию образца, выделение и изучение 
образующихся фрагментов. При выборе способа фрагментации принимали во внимание 
возможность присоединения дисахарида к инсулину по трем точкам (а-NН2-rруппе N-
концевого Gly А-цепи, а-NН2-rруппе N-концевого Phe В-цепи или по 1:-NН2-группе 8 29-
Lys) и желательность получения небольшого числа фрагментов при ферментативном 
гидролизе конъюгата. (рис. 4). Для достоверной идентификации точек присоединения 
необходимо, 'П"Обы они находились в разных фрагме!П3Х. В этом случае можно сделать 
обоснованное заключение о месте присоединения дисахарида. Достаточно быстрое и 
простое разделение фрагментов получается, если их число невелико. 
~ г----, А-цеnь j t~ч:.att· lll.V»-t1·:u.ari.C"n- с·\" !~.r-Sor-11•07~ Slr· L•u· 1:f.-Gbt-L.c-J. otirz.sn. r1r-~ ~д111.с0Сt-1 
· . 1 .· в~· rw-i2'-PN.!·~Asrr Gh· Нti· LN· C\tG.y.Str-f.i1!tL11v·Vt} G~.tA~t.tu· ~ .,_Ltu.\111-Cп·Gir-Glu·ka·GlyPJiir-Ptie· Т sт- Tll~!..f't Thl·C 001-1 
/'f п 
Рис.4. Схема взаимодейС111ия дисахарида с инсулином. 
Стрелками указаны возмо..:ные места присоединсни.1 
С учетом вышеизложенных обстоятельств бьuю решено при проведении 
процесса фрагментации использовать в качеС111е расщепляющего фермента протеиназу 
V8 из Staphylococcus aureas, которая преимущественно расщепляет связи Glu-X (Х * 
Pro) при рН 7,0 - 8,5 реакционной среды. Расщепление по другим остаткам протекает 
незначительно. Эксперимент показал, 'ТТО в процессе 5-ти часового гидролиза при 
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весовом соотношении ферме~п/субстрат 1 :20 образуется 4 фрагмента, один из кстrорых 
модифицирован. 
Анализ полученных гидролизатов дисахаридилинсулина и использованного 
образца сравнения инсулина проводили методом микроколоночной ОФ ВЭЖХ на 
комплексе микрохроматограф-ЕS\-МС в режиме оп-liпе. В качестве подвижной фазы 
использовали смесь ацетон~-rqJИла и муравьиной кислоты состава, ранее примененного 
для анализа исходной реакционной массы. Хроматограммы указанных гидролизатов 
приведены на рис.5. Из них видно, что соответствующие фрагменты 1-З и 5 как и !а-За 
и 5а имеют близкие времена удерживания, 'ПО свидетельствует об их сходстве. 
Фрагме~пам 4 и 4а отвечают заметно различающиеся времена удерживания - 6,87 и 
8,21 мин. Это дает основание предполагать, что фрагме~п 4а коffЬюгата содержит 
дисахарид. 
щ 
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Рис. 5. Хроматограммы гидролизатов инсулина (А) и дисахаридилинсулина (Б). 
Фрагменты гндролнза: 1-5 -инсулина; 1 а-5а - днсахарндилинсулнна. Подв-нu фаза: А - 0,2% 
об. мурu•ннu кисл0111, Б - ацеrоннтрнл + 0,25% об. мурааыоюй кислоты. Граднект Б от 7 до 40 %, 1 О 
мин. Скоросn. потока: 200 мкл/мин 
Все полученные фрагмеtпы были охарактеризованы методом ESl-MC (табл. \). 
Анализ их масс-спектров показывает, что соответствующие значения молекулярных 
масс фрагментов 1-З и \а-За, образующихся при гидролизе ГИИЧ и его конъюгата с 
дисахаридом, совпадают и свидетельствуют об их иде~пичности. Они стrносятся к 
фрагме~пам А 1-А4 , 8 22-830 и (А 18-А21 )+(В 14-В2 1). соответственно. Пики 5 и 5а имеют 
значения m/z, хар31\Герные для молекулярных ионов ГИИЧ и дисахаридилинсулина. Это 
указывает на присутствие части инсулина и дисахаридилинсулина в негидролизованном 
виде в соответствующих реакционных смесях, что, возможно, связано с неполнотой 
протекания гидролиза. Увеличение времени гидролиза до 10 часов приводит к 
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практически полному их исчезновению. Значения молекулярных масс фрагментов 4 и 4а 
различаются на массу дисахарида, 'ПО указывает на его присоединение к инсулину. 
Значения rn/z фрагмента 4 инсулина соответствуют струкгуре - (А3-А 17) + (В 1 -В 1\ а 
фрагме~па 4а дисахаридилинсулина - (А5-А 17) + (В 1 -В 13) + дисахарид. Из сравнения этих 
данных следует, что присоединение дисахарида к инсулину пронсхо.wп через N-
концевоl! фенилаланин В-цепи инсулина. Поскольку других фрагментов инсулина, 
содержащих днсахарнд, ни одним из примененных методов идентификации не 
обнаружено, то можно сдела-п. вывод о том, что в использованных условиях синтеза 
днсахарид присоединяется только к N-концевому осТ!Пl(у Phe В-цепи инсулина. 
Таблица 1 
Харакrеристика пеrпидных фрагментов инсулина и дисахарндилннсулнна. 
Вещество Пик IR, т/· MpeC'I, Фрагмент ., 
мин rм+Нi Па 
Инсулин 1 3.79 417.36+ 416.47 А-А' 
2 5.28 558.963+ 1116.28 В21-В30 
1116.91 1' 
3 6.33 689,51 2+ 
1379,041+ 
1377.28 (А 11-А 21)+(В14-В21 ) 
./ 6.87 743.324+ 2968.39 (А5-А 17)+(В 1-В13) 
990.433+ 
1486.122+ 
5 8.41 1162,17" 5806 гиич 
1453,164+ 
Дисахарн- Ja 4.15 417 + 416 А'·А' 
дилинсулнн 2а 5.47 558.752+ 1116.28 В21-В30 
За 6.43 689.26" 1377.28 (А11·А 21)+(В "·В") 
1378.601+ 
./а 8.21 1162,023+ 3486.34 (А5-А 17)+(В 1 -
2110.443+ 
В 13)+ днсахарнд+Nа + 
5а 8.78 6328.33 ГИИЧ+днсахарнд 
1583.074+ 
Таким образом, полученные данные показывают, 'ПО совместное использование 
ОФ ВЭЖХ и масс-спекrрометрнн позволяет идентнфнцнрова-п. коиъюгат инсулина с 
низкомолекулярным днсахарндом в реакционной массе и место присоединения 
последнего. 
1.2. Полисиапированный инсулин. 
Среди других глнкознлнрованных производных инсулина привлекает к себе 
внимание полнсналнрованныl! инсулин (ПСА-инсулин). С практической точки 
зрения важно знать насколько применима к этому производному выше изложенная 
методика анализа. Молекула ПСА значительно отличается от молекулы дисахарнда по 
составу, размерам и строению, что делает проблематичным возможноСТТ. прямого 
12 
применения ESl-MC. Необходимо было использовать другой источник ионизации, 
другие элюирующие реагенть1. Изменения могли затронуть любую из стадий анализа, 
включая пробоподготовку (выделение ПСА-инсулина из реакционной массы), 
иде~пификацию конъюгата и его ферме~пативную фрагме~mщию, вьщеление 
образующихся фрагментов и их МС-анализ. При проверке применимости к ПСА-инсулину 
схемы, разработанной ранее применЮ'ельно к дисахаридилину, в качестве объекта 
исследования исполь:ювали конъюгат инсулина с ПСА с М, 14,5 кДа 
Хроматографическое вьщелеиие ПСА-инсулина ю реакционной массы проводили 
методом ОФ ВЭЖХ на той же аппаратуре, что и дисахаридилинсулина (рис. 6). В качестве 
элюе~па вместо муравьиной кислоты использовали 0,1 % раствор трифторуксусной 
кислот. Хроматограмма реакционной массы показывает, что в ней содержатся три 
фракции. 
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Рис.6 
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Рис.6. Хроматограмма реакционной массы при получении конъюгата ПСА-инсулин. 
1 - ПСА, 2 - ПСА-инсулкн, 3 - ГИИЧ 
Колонка: PRONТOSIL AQ С18 (2х75 мм. Подвижная фаза: А - 0.1 % об. трифторухсусная кислота, 
Б -ацетоюrrрнл. Градиент Бот О до 35 %, 10 мин. Скорость потока: 200 мкл/мин 
Рис. 7. МС-спектр фракции 2 (ПСА-инсулина). 
Первая фракция представляет собой непрореагировавший ПСА, а третья - ГИИЧ, 
поскольку хроматографическое время выхода содержащихся в них веществ и образцов 
сравнения ПСА и ГИИЧ совпадает. Это обстоятельство позволило сделать 
предположение о том, что фракция 2 содержит соединение, являющееся конъюгатом 
ПСА-инсулин. 
Дпя проверки этого предположения фракция 2 была исследована методом МALDl­
MC (рис. 7). Из полученного масс-спектра следует, что зта фракция представляет ПСА-
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инсулин . Прнсуrствующн!I в нем пик с m/z=6176 свидетельствует о наличии в молекуле 
конъюrата одного остатка сналовоll кнсло1Ъ1, что может бьпъ результатом разрыва 
связеll в молекуле ПСА в процессе масс-спеJЩ><>метрнческого анализа. 
Прнсоеднненнымн к инсулину остается только одно звено ПСА. 
В основу определения строения ПСА-инсулина, как и в случае 
дисахарндилнисулнна, был положен метод пептидного картирования с применением 
протеиназы V8 нз Staphy/ocoecu.s aureus в качестве расщепляющего фepмeimL За 
образец сравнения был взят хорошо изученныll флуоресценилтиокарбамонл-ннсулнн 
(ФЛ-инсулин). Полученные продукты ферме1m1тивного гидролиза изучали, используя 
хроматографию в условиях, аналогичных ДJU1 дисахарндилннсулина (рис . 8). 
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Рис. 8. Хроматограммы гидролизатов ФЛ-инсулнна (А) н ПСА-инсулина (Б). 
Фрагwентw гидролиза: !-У -инсулина; !а-Уа - ПСА-инсуJJИНа. ПодаЮО<НU фаза: А· 0,2% об. 
муравьннао JСНСлота, Б - ацетонитрнn + 0,2S% об. мурав•нной КИСJJО'Поl. Градиент Б от 7 до 40 %, 1 О wин. 
C•opocn. потока: 200 мкп/мин 
Обращает на себя внимание заметное различие времени удерживання фрагме1ПОв 
ФЛ-инсулина и ПСА-инсулина,(( и lla, соответственно. Кроме того, пик lla значительно 
уwнрен по сравнению с пиком 11. Причнноll наблюдаемого разлнчня, очевидно, явЛJ1ется 
присутствие углевода в составе фрагме1m1 На. Все это позвоЛJ1ет предположmъ, что 
свсывание инсулина с полисиаловой кислотой в коныогате происход~п по N-концевому 
фенилаланину В-цепи инсулина. 
Фрагме~rrы гндролнзатов ФЛ-инсулина и ПСА-инсулина были юучены методом 
МАLDl-масс-спеJЩ><>метрнн . Результаты МС- анализа приведены в табл . 2. Из них 
видно, что значения m/z для молекулярных ионов 1 н la, 111 и Ша, IV и IVa ФЛ­
инсулнна и ПСА-инсулина, соответственно, совпадают. Эго указывает на их 
иде~rrичность н свидетельствует о наличии одинаковых фрагме1ПОв в структуре обоих 
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исследованных соединениА. Пики У и Уа имеют значения m/z, характерные для 
молекулярных ионов ГИИЧ и ПСА-инсулина. 
В масс-спектре фрагмента 11 гидролизата ФЛ-инсулина имеется три компонента. 
Один из них, с m/z=3360, соответствует расчетным значениям массы фрагмента II (А3-
А 17 + ( флуоресценилтиокарбамоил-В 1 -В 13)). Два других, с m/z, равным, соответственно, 
1489 и 1873, очевидно связано образованием двух пеrпидных фрагментов: А3-А 17 (Pept-
2a) и флуоресцеинилтиокарбамоил-8 1 -8 13 (Рерt-2б), что связано с разрывом 
межцепочечноА дисульфидноА связи. Сумма масс этих двух фрагмеlП'Ов равна 
расчетно!! массе фрагмента 11 (А3-А 17 + флуоресцениJТТиокарбамоил-8 1 -8 13) ФЛ-
инсулина. 
Таблица2. 
МС-характеристика пеrпидных фрагмеlП'Ов ФЛ-инсулина и ПСА-инсулина 
Вещество Пик IR. мин. m/z, М расч., Фрагмент 
[М+Н1 Да 
ФЛ-ннсулин 1 5.91 417 416 А .д• 
11 9.37 3360 3360 А1-А 17+ФЛ-В 1 -В 13 
. 1489 1488 Pept-2a 
-
. 1873 1872 Pept-26 
111 8.65 1378 1377 А"·А2 +В 14-В21 
IY 7.64 1117 1116 В 22-В30 
у 9.59 
-
3357 л'-А"+в'-в" 
Коньюгат la 5.95 417 416 А-А' 
ПСА-инсулина Па 10.05 
-
-
- 1489 1488 Pept-2a 
-
- 2000 1999 Pept-26+2SA 
Ша 8.80 1378 1377 А 18-А21 +В 14-В 21 
!Уа 7.73 1117 1116 В22-В"' 
Уа 11.61 6547 6546 Инсvлин+2SА 
Масс-спектры ФЛ- и ПСА-инсулинов отличаются в области фрагмеlП'Ов II и lla. 
В спектре первого вещества наблюдается пик молекулярного иона со значением m/z 
1873, а второго (исследуемого вещества) - 2000. Появление последнего, очевидно, 
обусловлено образованием пеrпидного фрагмента 8 1-8 13 + два остатка сиаловоА 
кислоты (Pept-2б+Sia2). Ему соответствует формула Sia2-FVNQHLCGSHLYE, где (Sia)2 
- дисахаридныА фрагмент полисиаловоА кислоты. 
Из полученных данных следует, что в процессе МС-анализа происходит разрыв 
дисульфидноА связи во фрагментах lI и lla, а также гликозидных связеА в ПСА, в 
результате которого только два остатка сиаловоА кислоты остаются связанными с 
пеrпидным фрагментом инсулина. Присоединение ПСА к инсулину происходит через 
N-концевоА Phe В-цепи инсулина. 
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Таким образом, комплексное исследование методами ОФ ВЭЖХ и масс­
сnектроме11Jии конъюгатов инсулина с дисахаридом и ПСА nозволяет как 
идентифицировать гликозилированные nроизводные инсулина, так и установить место 
nрисоединения углеводных остатков к его молекуле. Данная методика может быть 
исnользована для исследования других гликозилированных nenniдoв. 
1. Инсулинопо0о6ные аналоги 
Инсулиноnодобные аналоги отличаются от ГИИЧ наличием измененной части 
аминокислотной nоследовательности. В качестве их nредставителеl! для исследования 
были выбраны инсулин-лнзnро и инсулии-асnарт. Дпя них надежно установлена 
nервичная CllJYl\Y)'Pa и вследствие этого, их исnользование в качестве модельных 
соединений nозволило бы оценить эффекrnвность разрабатываемо!! методики анализа. 
При этом С11Jемились создать методическую базу, nозволяющую максимально 
исnользовать отечественные достижения в области хроматографии, МС-анализа и 
оборудования, nредназначенных для решения nроблем nротеомики, особенно 
касающихся МС-секвенирования и nоследующеl! обработки результатов масс­
сnектроме11Jическоl! фрагментаuии. При разработке nринимали во внимание 
особенности nрироды инсулиноnодобных аналогов, их отличие от ранее изученных 
химически модифицированных nронзводных, необходимость сnециальиоl! nодготовки 
к МС-секвенированию. Вследствие этого в ходе исследований nьrrались найги 
оrпимальный сnособ nробоnодготовкн указанных соединений, включающий в себя их 
фрагментаuию и разделение nолученных фрагментов, а так же установления 
аминокислотной nоследовательности в соответствии с выбранным сnособом 
секвенирования и идентификации. 
С учетом вышеизложенных свойств объекrов и особенностей анализа была 
nришrга схема исследований, имеющая стадии: 
1. Про6оподготовки, включая: 
восстановление дисульфидных связей анализируемых объекrов с 
nоследующеl! модификаuиеl! сульфгидрильных гpynn Щtстеинов в их цепях; 
хроматографическое разделение nродукrов реакции и их характеризаuию; 
установление присутствия модифиЩtрованных цепей с nрименением 
методов ВЭЖХ и ESl-MC; 
ферментативное расщеnление молекул модифицированных цenel! 
инсулина и его аналогов на более мелкие части (фрагменты); 
разделение и выделение образующихся фрагментов с nоследующим их 
лиофильным концентрированием. 
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2. Идентификации инсулиноподобного производного, требующая: 
МС-секвенирования его фрагментов; 
компьютерной обработки результатов МС-секвенирования и воссоздания 
(реконструкции) на их основе аминокнсло11юй последовательности исследуемого 
соединения. 
Первым шагом в проuессе пробоподготовкн была предварительная дена~ураu.ия 
анализируемого модифицированного инсулина с помощью гуанидин-гидрохлорида. 
Последующее восстановление дисульфидных связей проводили д1mютрекrолом (ДТТ) 
в ТRIS-буферном растворе с рН 8, содержащем 2 мМ ЭДТ А для связывания катионов 
тяжелых металлов, способных взаимодействовать с SН-груnпами. Эти группы склонны 
к окислению и реакциям дисульфидного обмена, ведущим к образованию ряда трудно 
разделяемых соединений с хаотически замкнуrыми дисульфидными связями. 
Для предотвращения этих реакций проводили модификаu.ию восстановленных 
цепей инсулинов 4-винилпиридином (ВП). Этот реагент был выбран потому, что, во­
первых, реакция винилпиридинилирования протекает с высоким выходом для всех SН­
групп инсулинов, во-вторых, введение в молекулу цепи инсулина пиридинового цикла, 
имеющего высокое и специфическое поглощение при 260 нм, позволяет избирательно 
детектировать и вьщелять Суs-содержащие пептиды при хроматографировании 
реакционной массы, в-третьих, введение пиридинового радикала в молекулы пептидов 
инсулина повышает склонность этих объекrов к протонированию, а это приводит к 
значительному увеличению интенсивности масс-спектрометрических пиков. 
Продукть1 реакций восстановления и виннлпиридинилирования изучали 
хроматографически на микроколоночном хроматографе «Милихром-А02)> с 
использованием колонки Prontosil 120-SC18AQ и градие1П1iой ОФ ВЭЖХ в системе 
растворителей 0,1% об. трифторуксусная кислота - аu.етонитрил. Иде1П1iфикацию 
образующихся винилпирндинилированных цепей (ВП-цепей) осуществляли по 
поглощению при 210, 260 и 280 нм. Результаты анализа представлены на рис. 9-11. 
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Хроматограммы ВП-цепей: 
инсулина (рис.9), инсулин-лизпро (рис. 1 О), 
инсулина-аспарта (рис.11) 
Вннилпирl(ДИЛИJ>О•анные цепи: 1 ·А-цепь, 2 - В-цепь. 
Подвн....,. фаза: А - 0,1% об. трнфторухсусна1 
кислота, Б - вцетонкrрнл. Градиент Бот О до 35 %, 1 S 
wнн. Скоросп. потока: 140 юuilw ин. 
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В ходе анализа было достигнуrо разделение ВП-цепей исследуемых объектов и 
отделение нх от применяемых в реакции реагентов - ДТГ, 4-винилпирндина и проч. 
Фракции, образовавшихся винилпиридиннлированных А- и -В-цепей изученных 
соединений (далее ВП-А- и ВП-В-цепи), выделили и подвергли анализу методом ESl-
MC (табл. 3) на масс-спектроме-~ре МХ5303 (ИАП РАН, Санкт-Петербург, Россия). 
Таблица3. 
МС-анализ винилпирндиннлированных цепей. 
Фракция Инсулин Инсулин-лизпро Инсулин-аспарт 
ВП-А-цепи 935,76j+ 935, 77> 935,76,т 
1403,122• 1403,122• 1403,132+ 
ВП-В-цепи 910,71"т 910,69чт 921,75"т 
1213,923+ 1213,91 3+ 1220,333• 
1821,432+ 
Результаты МС-анализа указывают на успешное восстановление и 
модификацию всех остатков цистеинов в обеих цепях молекул всех исследованных 
инсулинов. в их масс-спектрах присутствуют пики, отвечающие 
тетравинилпирндинилированным А-цепям и дивиннлпирндинилированным В-цепям 
каждого из соединений. Значения m/z для ВП-А-цепей всех указанных инсулинов 
совпадают, что вполне логично, уч1пывая их одинаковый состав и строение, 
соответствующий исходному ГИИЧ. Определенные совпадения и различия 
наблюдаются в масс-спектрах ВП-В-цепей инсулина, инсулина-лизпро и инсулина­
аспарта, для которых молекулярные массы составляют 3640, 3640 и 3658 Да 
соответственно. Наблюдаемое совпадение значений m/z для ВП-В-цепей инсулина и 
инсулина-лизпро обусловлено ндентичностъю нх аминокислотного состава при 
различающейся последовательности вследствие перестановки остатков Рго и Lys. 
Соответствующее значение m/z для ВП-В-цепи инсулина-аспарта отражает замену 
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остатка Pro на остаток Asp. Поскольку юменения лроисходят только в ВП-В-цепях, то 
все дальнеАшие исследования проводили wлько с ними . 
Для аналюа аминокислОП10А последовательности проводили фрагме~mщию 
модифицированных В-цепей . Ее осуществляли пуrем ферментативного гидролиза в 
течение 5 часов протеиназой V8 ю Staphy/ococcus aureas в течение S часов при рН 7,8, 
в 100 мМ растворе гидрокарбонате аммония. Возможные места разрыва пептидных 
связей в ВП-В-цепях схематично показаны на примере инсулина (рис . 12). 
NH2-F-V-N-Q-H-L-C..-G-S-H-L-V-EtA-L-Y-L:-C •• -G-§~-G-F-F-У· T.:·K-T-COOI) 
1 3 2 
Рис. 12. Схема фермеtmm1вного гидролиза ВП-8-цепи инсулина. 
с~ - 811ИКЛnнр1U1ННилмро118ННWС остаn:и ЦМСПИН8. C'lpCllюt уuзwвают возмоанwе места разрwва 
caJ11Cli при ГJ\дРОЛЮС глутаминовой эндопротсиназоli. 1-3 - СОТ8СТСТ1ую111Ме фраrмекты на 
хроматорграммах. 
Анализ полученных фракций проводили методом ОФ ВЭЖХ на 
микроколоночном хроматографе «Милихром-А02» Из полученных хромаwграмм (рис. 
13-15) видно, что в результате гидролюа образуется три фрагмента. 
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Хроматограммы гидролизатов ВП-8-
цепей : 
инсулина (рнс. 13); Lуs-Рr~иисулина (рис. 14). 
иисулина-аспарта (рис.15). 
Фрап<екты n\дl)OJD<LI : 1-З - инсулина, 1 •-з • · 
юtсулина-пюпро. i ••.3•• • юtеулииа-всnарта 
КолоН1<8 Prontosil 120 - 5С18 AQ. Диаметр 
частиц сорбента 5 Мll:M . 
СНС'rСма раствор>m:леll А - 0,2 % об. 
муравьии1111 кмслота. Б - 8UСТОЮПJ1ил + 0,25% 
об. мур"•ииоli kНСЛОТW . Градиент Б от О до 
ЗS ,-" IS мим. Ckopoc ... llOТOkO: 140 мм/мим. 
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Врем~, wнн. 
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Образовавшиеся фрагме~пы ВП-В-цепей инсулина, инсулина-лизпро и 
инсулина-аспарта, выделили и исследовали методом ESl-MC (табл. 4). 
Таблица4 
ЕSl-МС-анализ гидролизатов ВП-В-цепей инсулина, инсулина-лизпро и -аспарта. 
ВП-В-цепь Фрагмеm mlz, м+н+ Мрасч_, Да Фрагме~п В-цепи 
инсулина 1 530,33'т 1586,81 F-V-N-Q-H-L-C,п-G-S-H-L-V-E 
794,492+ 
2 558,862+ lll6,28 R-G-F-F-Y-T-P-K-T 
3 486,822+ 971,17 A-L-Y-L-V-Con·G-E 
972,641+ 
инсулина-лизпро !" 794,43'+ 1586,81 F-V-N-Q-H-L-C,п-G-S-H-L-V-E 
2' 1116,711+ 1116,28 R-G-F-F-Y-T-K-P-T 
3' 972,601+ 971,17 A-L-Y-L-V-C,п-G-E 
инсулина-аспарта 1 1587,88'т 1586,81 F-V-N-Q-H-L-Cвп-G-S-H-L-V-E 
794,432+ 
2" 1134,641+ 1134,26 R-G-F-F-Y-T-D-K-T 
3" 972,581+ 971,17 A-L-Y-L-V-Con·G-E 
ВП-фрагменты В-цепей каждого из исследованных инсулинов имеют не более 1 S 
аминокислсrmых остатков в своем составе. К ним можно примеюnъ МС-секве­
нирование и по его результатам установmъ их аминокислсrmую последовательность. 
МС-секвенирование выделенных ВП-В-фрагме~пов ГИИЧ, инсулииа-аспарта и 
-лизпро проводили на отечеС"Illенном времяпролеnюм масс-спекrрометре МХ 531 О с 
элек11юраспылением. Фрагментация ионюированных пептидов происходила при 
столкновении их с молекулами газа (азота) в зоне низкого вакуума масс-спектрометра с 
использованием разности потенциалов между соплом и скиммером масс-спектрометра 
(дU). При дU, равной 70-180 вольт, возникает коlfl]Юлируемая, хорошо 
воспроизводимая и икrерпреrnруемая фрагме~пация пептидов. Это позволило выводить 
амииокислоrnую последовательность ю полученной совокупности фрагме1ПНых масс­
спекrров с использованием отечеС"Illенного программного комплекса обработки 
результатов фрагме~паuии пептидов Proteos. Икrерпретацию масс-спекrров проводили, 
используя программу !оп Sequeпce Viewer, в состав которой входит алгоритм 
выравнивания масс-спектра по пептиду, найденному при сопоставлении набора Peptide 
Sequence Tag (PST) по базе данных аминокислоrnой последовательности белков 
(разработка ИАнП РАН, Санкт-Петербург). Алгоритм предусматривает возможное 
наличие модификации аминокислот и с максимально возможной для данного масс-
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cneкrpa точностью оnределяет сайт nост-трансшщионной модификации. При этом 
nJЮводилось расnознавание PST во фрагме1П11ых cneкrpax, соnоставление набора PST 
no базам данных аминокислотных nоследовательностей, выравнивание масс-сnекrра no 
данному nеnтнду, rpynnHJIOBKa nerrrnдoв н оuенка на этой основе белков смеси. 
Ниже nрнведены результаты nрнменення данного nодхода nрн nJХ>верке 
инвертированной nоследовательности ГИИЧ - ннсулнна-лнзnJЮ н замены в ГИИЧ -
ннсулнна-асnарта. На рис. 16 nоказан масс-сnекrр С-концевого фрагмента 2* ВП-цеnн 
ннсулнна-лнзnро, содержащего инвертированную nоследовательность Lys-Pro-Thr. В 
нем nрнсуrствуют ноны как Ь-сернн (в частности нон с М, 900,57), так н у-серин (М, 
216, 11 ). Это свидетельствует о действительной nеремене мест расnоложення остатков 
Lys н Pro, т.е. Lys nрнсутствует в 3-м nоложенни с С-конца вместо 2-го в «обычном» 
инсулине. 
В случае другого аналога ГИИЧ - инсулина-асnарта из nолучеиных данных 
(рнс.17) следует, 'ПО ocr.rroк Asp nрисутствует вместо Pro в nоследовательности С­
концевого фрагмента 2** этого модифицированного инсулина (мощный нон Ь-сернн с 
М, 887,47 nрн наличии чуrь менее сильного нона у-серин с М,361,22). 
Таким образом, nоказана nрннциnнальная возможность установления nолной 
аминокислотной nоследовательности nerrrnдoв, содержащих до 30 аминокислот, nутем 
восстановления ее нз nоследовательностн nеnтндов ферментативного гндролнзата 
исходного nеnтнда, даже nрн наличии в составе nerrrnдa нескольких остатков Cys, не 
всегда усnешно нде1П11фнцнруемых nрн нсnользованнн как химических, так масс­
сnекrрометрнческнх методов секвеннJЮвания. 
Выnолненные исследования nозволнлн разработать nрннциnнальную схему 
эксnресс-анализа nJЮизводных инсулина nутем автоматнзиJЮванного разделения 
nеrпидных смесей и анализа аминокислотной nоследовательности инсулнноnодобиых 
nеnтндов, на базе отечественного комnлекса микро-ВЭЖХ-МС, работающего в режиме 
nрямой с-rыковкн (оп-liпе) с последующим оnределеннем аминокислотной 
nоследовательности разделенных nеnтндов nрн nомощн отечественного аnnаратного 
комnлекса Proteos. Подобраны условия восстановления и модифнкаuин цеnей 
инсулина, ннсулнна-асnарта н -лизnJЮ, разработана методика их ферментативной 
фрагментации с последующим хроматографическим выделением. Показана 
возможность определения аминокислотной nоследовательности образующихся 
фрагментов аналогов инсулина. 
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Выводы. 
1. Разработаны методология, типовая схема и методика анализа химически 
модифиuнрованных аналогов ГИИЧ с применением комплекса методов 
пробоподгоrовки (ферме1ТТатнвный гидролиз), разделения ( микроколоночная ВЭЖХ) и 
анализа (ОФ ВЭЖХ, МС-анализ). 
2. Определено место присоединения модифицирующего aгelffa в 
гликозилированных производных инсулина (дисахаридилинсулине и ПСА-инсулине). 
Показано, 'fГО присоединение гликозида происхоДIТТ rолько по N·концевому остатку 
Phe В-цепи инсулина человека. 
3. Установлено, 'fГО при масс-спектрометрическом анализе полисиалированного 
инсулина методом МALDI происхоД1ТТ разрыв дисульфидных связей в молекуле 
инсулина и расщепление гликозидных связей в молекуле полисиаловой кислоты. В 
масс-спектрах фрагменrов полисиалированного инсулина присутствует rолько 
фрагмент инсулина, содержащий дисахаридный фрагмент полисиаловой кислоты. 
4. Разработана принuнпиальная nшовая схема пробоподгоrовкн 
(восстановление SH - групп, их химическая модификаци.я, ферме1ТТатнвный гидролиз 
модифицированных цепей), разделени.я пеrпндных смесей (ВЭЖХ) и анализа 
(отечественный комплекс микро-ВЭЖХ-МС) аминокислотной последовательности 
инсулиноподобных пептидов, содержащих перестановку (инсулина-лизпро) и замену 
(инсулин-аспарт) аминокислоты в В-цепи инсулина человека. 
5. Показана принципиальная возможность использовани.я отечественного 
аппаратно-программного комплекса Proteos для определения измененной 
аминокислотной последовательности пептидов на примере В-цепей генно-инженерных 
инсулинов человека. 
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